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論文内容要旨
匿目的翼
 吸入麻酔薬は中枢神経細胞膜の脂質や蛋白質を標的にしていると考えられていたが,最近膜蛋
 白であるGABA。受容体に対する特異的な作用が注目されている。吸入麻酔薬であるハロセン,
 イソフルレン及びエンフルレンは,急性単離孤束核神経細胞,培養後根神経節細胞及び培養海馬
 CA1細胞においてGABA。受容体を介してGABA惹起電流を増強することが知られている。さ
 らにイソフルレンの光学異性体を用いた実験でイソフルレンのGABA、、受容体に対する特異的な
 結合部位の存在が示唆された。比較的新しい型の吸入麻酔薬であるセボフルレンについては急速
 な全身麻酔の導入・覚醒,循環系,呼吸器系及び消化器系に対する副作用が少ない等の特徴があ
 るが,その全身麻酔作用の機構はまだ解明されていない。他の吸入麻酔薬はGABA。受容体を標
 的としていることからセボフルレンについてもGABA。受容体を標的としていると推測されてい
 る。これを支持する結果として他の麻酔薬と同様に海馬CA1錐体神経細胞においてCr電流を
 惹起することが知られている。セボフルレンがGABA。受容体を標的にしているという可能性を
 検証するために,セボフルレンのGABA。受容体に対する作用をパッチクランプ法を用いて電気
 生理学的に検討した。さらにセボフルレンとGABA。受容体に対する作用がすでに知られている
 ベントバルビタール,ジアゼパム及びプレグネノロンとの相互作用に関しても同様にして検討し
 た。
匿方法翼
 GABA、受容体が豊富に発現していることが知られている急性単離孤束核神経細胞を標本とし
 て用いた。12-19日齢のWistarラットを断頭し速やかに脳を摘出し,スライサーで厚さ400
 μmの孤束核を含むスライスを作成した。これらを30分間,室温で酸素で飽和させた外液に浸
 し後に100U/mlディスパーゼで31℃で60分間処理した。この後,スライスの孤束核の領域を
 注射器の針で打ち抜き,機械的に孤束核神経細胞を単離した。単離した神経細胞はすぐに電気生
 理学実験に使用した。またGABA惹起電流のrun-downを避けるためにニスタチン穿孔パッチ
 クランプ法を用いて電気生理学的測定を行った。なお,薬物投与法はY-tube法を用いた。
 ζ結果董
 単離孤束核神経細胞において吸入麻酔薬セボフルレンのGABA。受容体に対する効果を検討し
 た。セボフルレンは保持電位一40mVで1mMから5mMの濃度において内向き電流を惹起した。
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 この値は一1.2±0.2mVでネルンストの式から計算したCl一の逆転電位(約OmV)にほぼ一致し
 た。他の吸入麻酔薬はGABA。受容体を活性することが知られており,セボフルレンがGABA。
 受容体を活性化している可能{生が示唆されるので選択的GABA。受容体拮抗薬であるビククリン
 のセボフルレン惹起電流に対する感受性を検討した。2mMセボフルレン惹起電流はビククリン
 によって可逆的かっ濃度依存性に抑制された。これによるとIC田は0.45μMであった。この結
 果からセボフルレンはGABA。受容体を活性化してCr電流を惹起することが示唆された。
 セボフルレンは0.3mMから2mMの範囲で1μMGABA惹起電流を増強し,3mM以上で抑
 制した。セボフルレンがGABA惹起電流を最大に増強したときの濃度は1mMであった。セボ
 フルレンは0.3mMから2mMの間で濃度依存性に0.3μMGABA惹起電流を増強した。最大増
 強反応はセボフルレン非存在下のときの6・97±2.92倍(n-4)であった。1mMセボフルレンは
 1μM及びlmMGABA惹起電流の逆転電位を変えなかった。ゆえにセボフルレンはGABA。受
 容体のイオン選択性には影響を与えないと考えられる。
 ベントバルビタール,プレグナノロン及びジアゼパムはそれぞれ異なる部位を介しGABAハ受
 容体をアロステリックに修飾することが知られている。1mMセボフルレン惹起電流に対するア
 ロステリックmodulatorの効果を検討したところ,いずれも著明な増強効果が認められた。増
 強率はベントバルビタール,プレグネノロン,ジアゼパムでそれぞれ3.18±0.35(n=4).9.80
 ±1.35(nニ4),L76±0.13(n=4)であった。これらの結果よりセボフルレンのGABA、受容
 体結合部位は他のアロステリックmodulatorとは異なった部位であることが推測された。
 【結論】
 セボフルレンには,GABA。受容体を介して単独で電流を惹起する作用とアロステリックに
 GABA惹起電流を増強する作用の2っの機構が存在する。またGABA。受容体におけるセボフ
 ルレン結合部位はベントバルビタール,プレグナノロン及びジアゼパムの結合部位とは異なると
 考えられる。
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 審査結果の要旨
 本論文は,「吸入麻酔薬セボフルレンが中枢神経細胞のGABA。受容体を作用標的としている」
 という仮説を,孤束核の急性単離神経細胞を用いて検討したものである。本研究は,九州大学医
 学部生理学第二講座において,赤池紀扶教授の指導下に行われたものである。
 全身麻酔薬の作用機序について,多くの研究がGABA。受容体に対する直接的な作用が重要で
 あることを報告している。GABA、受容体は中枢神経系の抑制性シナプス電位を形成する主要な
 受容体であるので,GABA・受容体感受性の増大による抑制性入力の亢進により,痛覚閾値の上
 昇が説明される。セボフルレンは,比較的新しく開発された吸入麻酔薬なので,その作用機序は
 殆ど研究されていない。セボフルレンがGABAA受容体を活性化することは,すでに海馬ニュー
 ロンで報告があるが,本研究は,セボフルレンがGABA・受容体のGABA感受性をアロステリッ
 クに増強することを実験的に示した点に新しさがある。本研究は,セボフルレンのアロステリッ
 ク作用部位が,他のGABAA受容体モジュレータのベントバルビタール,プレグナノロンやジア
 ゼパムの作用部位と異なることを示唆する実験結果を提出している。
 論文提出者は,ニスタチン穿孔パッチ法,Y一チューブによる急速薬物投与法などの先端的な
 実験手技に習熟していることが窺える。また,実験結果を客観的に評価し,論理的に実験を構成
 していく能力が備わっている。研究の背景を理解し,他の研究と比較検討し,英語の論文を著す
 能力もある。これらは,すべて,大学院終了にふさわしいレベルにあるものと判断する。論文提
 出者が九州大学医学部において,レベルの高い教育・トレーニングを受けてきたことが推察され
 る。
 本論文には以下の問題点があるが,いずれも論文の主旨に影響を与えるものではない。
 1.セボフルレンを研究対象に選んだ理由が不明瞭である。
 2.研究に用いた孤束核ニューロンにおけるGABA。受容体の生理機能が明らかにされていない。
 孤束核において,そのニューロンはどういう機能を担っているのか?抑制性シナプス入力が,実
 際に,セボフルレンにより増強されるのか?
 3.図1Bにおいて,セボフルレンwashout時に認められるhump電流の形成機序に対する考
 察がなされていない。機序が不明ならば,不明と明記すべきである。
 4.図2Bにおいて,セボフルレン惹起電流に対するbicculinのIC5。が0.45μMであると述べ
 ているが,この数値の意味するところについて考察がなされていない。意味のない数値ならば提
 出する必要がない。
 論文そのものの独創性は高くないが,これは,学位論文としては問題点にならない。全体とし
 て,学位論文に値する研究内容であると判定する。しかし,今後の研究においては独創性が求め
 られる。論文提出者のなおいっそうの研鑽を期待する。
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